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染色体上に複製開始前複合体 (pr・e-replicative complex, pre-RC) が形成され、 S 期開始時に pr・e-RC が活性化され
て複製反応が開始した後、次の G1期まで pre-RC の形成が抑制されることで達成されると考えられている。 pr・e-RC




配列 (ACS) を含む100-150bp の領域が複製開始点として機能する o しかしながら、他の生物種ではより広い染色体
領域が複製開始に必要であり、必須のコンセンサス配列は見いだされていな L、。また、出芽酵母以外の生物種では、
複製開始点の認識機構や pr・e-RC の形成とその構造は明らかにされていな L、。分裂酵母では、アデニン連続配列を含
む 1 kb 程度の染色体領域が複製開始点として機能することが知られており、短い必須コンセンサス配列は見つかっ
ていない。
本研究では、分裂酵母複製開始点において ORC、 MCM 複合体の結合領域を解析することで、分裂酵母複製開始
点の認識機構と、 pr・e-RC の構造を明らかにしたいと考え、以下の解析を行った。
分裂酵母 ORC が複製開始点を認識、結合するかを検討するために、分裂酵母 ORC 免疫沈降画分と DNA 断片と
の相互作用の解析を行った。 ORC 免疫沈降画分 (ORC-IPs) に、我々のグループで単離した複製開始点、 ars2004
の DNA 断片と、複製能を持たない DNA 断片を加えたところ、 ars2004 断片のみが特異的に ORC-IPs に結合した。
この結合反応に対する競合阻害を指標に ORC-IPs と複製開始点の相互作用を解析した結果、 ars2004 の複製に必須
のアデニン連続配列が相互作用を示した。一方、細胞内で蛋白質と DNA を架橋した後免疫沈降を行うクロマチン免
疫沈降 (ChIP) により、 ars2004 領域内での ORC サプユニットの局在を詳細に解析したところ、 ORC サプユニッ
トは ars2004 の必須領域周辺にアデニン連続配列に依存して局在していた。以上の結果から、分裂酵母 ORC の認識
配列がアデニン連続配列であると結論した。
次に、 G1期での MCM 蛋白質の複製開始点での局在を ChIP 法により解析した。 MCM サプユニットは、 G1期に
-176-
Cdc18、 Cdt1蛋白質に依存して、 ars2004 の約550bp 離れたこつのアデニン連続配列の聞に特異的に局在していたo
MCM の ars2004 への局在は 2 つのアデニン連続配列に依存していたが、片側のアデニン連続配列の欠失では、
MCM の特異的局在は消失しなかった。これは ars2004 の二つのアデニン連続配列が、 MCM の結合に関して重複し
た機能を持つことを示している。一方、 ars2004の必須領域のうち、アデニン連続配列を含まない領域は、 ORC の結
合には必要でないが、 MCM の結合には寄与していた。これらの結果は、分裂酵母 MCM は ORC 結合領域と異なる
領域に結合し、 MCM の結合過程には ORC 結合配列以外の要素も寄与することを示しているo
論文審査の結果の要旨
申請者は、分裂酵母染色体 DNA の複製開始点の認識機構と複製前複合体の形成機構を解析した。複製開始必須配
列であるアデニン連続配列は ORC によって認識・結合されることを発見し、さらに細胞周期 Gl期に MCM 複合体
が DNA 合成開始領域に導入されることを明らかにした。これらの成果は、真核生物の複製開始とその制御機構の分
子レベルでの理解を深める重要な発見であり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認めるo
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